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論文内容の要旨
筋肉の主要な収縮構造は、互に規則的に配列した二つの蛋白質、ミオシンと F ーアクチンからなり、
ATP分解に共役した両者の相互作用が筋収縮の基本反応であることが明らかにされている。さらに、
近年、筋肉の収縮一弛緩の著しい調節が、カルシウムイオンと筋肉の調節蛋白質系によるアクトミオ
シン -ATP系の制御を通してなされていることが示された。しかし、これら収縮機構の解明に重要
な問題、即ちミオシンと F-アクチンの結合反応およびアクトミオシン -ATP系の調節の機作はま
が充分明らかにされたそは云えない。そこで著者はミオシンと F- アクチンの相互作用に関する次の
二つの問題をとりあげた。第 1 に、ミオシンと F アクチンの結合反応を、結合に伴う光散乱強度変
化の測定から解析し、この反応の基本的な性質を明らかにしようと試みた。第 2 に、アクトミオシン
ーATP系の反応の各 step に対する Ca 2 +ー調節蛋白質系の作用を、調節蛋白質-F-アクチン -H
ーメロミオシン系においてATP によってひきおこされる光散乱変化およびAT Pase 活性の測定から
解析した。以下の結果を得た。
① ミオシンと F-アクチンの結合比は重量比で3.7~4: 1 で、ミオシン 1 分子にアクチン単量体
2 分子が結合する。この結合反応は吸熱的可逆反応で種々の条件下で解離恒数が求められ、結合に伴
う著しいエントロビーおよびエントハルビーの増大がみられた。 pHの増大、イオン強度の減少で解離
恒数は減少した。結合の初速度はミオシン或はF- アクチン濃度に比例して温度の上昇、 pH の増大
およびイオン強度の減少で増大した。ミオシン或はH ーメロミオシン -F-アクチン系の旋光分散は
結合によって変化し、 Doty の方法で算定した系の α-ヘリックス含量は結合後 5~10%減少した。即
ち 1 分子のミオシンが2 分子のアクチン単量体とエントロビーの増大、 α-helix の unfolding を伴っ
て結合することが示された。 pH 、イオン強度、化学修飾の効果と合わせてこのような性質を持つ結合
の種々の可能性が提出された。
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②調節蛋白質系を含むアクト -H ーメロミオシンの散乱強度は通常のアクト -H ーメロミオシン
同様ATP の添加により急速に減少し、 ATP の分解にともなって次第にもとの値に回復した。散乱
強度の減少の半減期はATP濃度の増大とともに減少し、 Ca 2 +の存在には依存しなかった。回復過程
の半減期は前者より大きく、 Ca2+の存否に依存しなかった。アクト -H ーメロミオシンに10μM のA
TP を添加した直後の Pi の初期発生は Ca 2 +、調節蛋白質、 F-アクチンの存在に依存せず、他のど
の step より速かに完了した。定常状態でのアクトミオシン型ATPω活性は、低濃度のATP存在
下では、 Ca 2 +に依存せず、 ATP濃度とともに増大した。高濃度のATP の存在下では活性はATP
濃度とともに減少し、 Ca 2 +依存性を示した。即ち Ca 2 +の除去によって活性の著しい低下が観察され
た。調節蛋白質の存在しない条件下でも基質阻害/がみられた。 ATP四e活性はF-アクチン濃度とと
もに増大した。パラクロロ水銀安息香酸(CMB)一βメルカプトエタノールで前処理したH-メロミオシ
ンと F-アクチンから作ったアクト -H-メロミオシンはATP による散乱強度の減少量およ的威少
速度が、処理前のものより減少した。 ATPω活性は Ca2 +に依存せず、ATP濃度の増大とともに単
調に増大した。以上の結果を殿村らによって提出されたアクトミオシン -ATP系の反応機構にもと
ずいて作られたアクト H-メロミオシン -ATP系の反応図式によって解析した。
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ここでl旬、 KD およびK~ はそれぞれの step の速度定数および解離定数である。 S ， RP-FA-HMM 
は基質、 (ATP)、および調節蛋白質、(RP) 、 F ーアクチン、(FA)、 H ーメロミオシン、 (HMM)、の複
., 'ADP 合体からなるアクト -H ーメロミオシンをそれぞれ示す。 RP-FA-HMM・- は H ーメロミオシ'-P 
ンと ATP の反応で形成される、りん酸化H-メロミオシンと RP-FA の結合物で、その形成は FA目
..ADP RP 、 Ca 2 +に依存せず、他の step より速かに起る。 RP-FA-HMM:~.p は RP-FA と H ーメロ
ミオシンーりん酸ーADP複合体の結合物で、 RP-FA-HMM斗DP を経て形成され、 RP-FA
., .ADP と HMM ・・・ p に解離定数隔をもって速かに解離する。アクトミオシンATPωは step. 3 と step
5 を通る 2 つの経路で起るが、通常はK~が大きいため、主に step 3 で起る。 Ca 2 +は step 3 を通るA
,, 'ADP TP 分解、即ち RP-FA~;; の直接加水分解を促進し、高濃度のATP は、アクトーH ーメロミ
ム.・ADPオシンの解離をひき起す RP-FA-HMM:.. p の形成 (step 4 )を促進する。前者は収縮過程、後
者は弛緩過程に対応する。 H-メロミオシンのCMB 一β ーメルカプトエタノールー処理はK~ を減少
させ、 Ca 2 +および基質による調節が行われにくくなる。
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論文の審査結果の要旨
筋収縮の主要な反応が、(1) 2 つの蛋白質ミオシンと F ーアクチンの結合反応、(2)ATP 一分解と共役
したミオシン分子の形体変化による F ーアクチンのすべり運動およ伏3)ATP による両蛋白質問の結
合の解離の 3過程よりなることは最近広く認められるようになった。さらに東京大学の江橋教授らの
研究によって上記の過程のいずれかがアクチンと結合した調節蛋白質と Ca2+の反応、によって制御さ
れていることが示されている。しかしこれらの諸過程の機構はまだ多くの点で明らかにされていない。
芝田さんは第 1 にミオシンと F ーアクチンの結合に伴う光散乱強度変化を測定し、種々の条件で平
衡定数、結合速度を求め、結合反応の性質を明らかにした。特にミオシン 1 モルがF ーアクチンを構
成しているアクチンモノマー 2 モルと結合すること、この結合反応が著しいエントロビーとエンタル
ピーの増大を伴うことを示した。これらの結果はその後他の研究者によって確認され、両蛋白質の結
合機作を解析する上で有用な知見を与えたものと広く認められている o またこの結合反応がアクチン
の特定のリジン残基の化学的修飾によって阻止されるという興味ある結果を得ている。
第 2 に芝田さんは調節蛋白質と F-アクチンの複合体とミオシンの活性サブフラグメントである H
ーメロミオシンからアクトーH ーメロミオシンを構成し、アクチンーミオシン -ATP系の反応にお
ける Ca2+および調節蛋白質の作用を生理的イオン環境で解析した。すなわちアクト -H-メロミオシ
ンはアクトミオシンと異り、生理的イオン環境でも溶解状態にあるので、アクト -H ーメロミオシン
にATP を加えた時に見られる光散乱強度減少およびATP分解の速度を定常状態のみならず、 AT
P 添加後数秒以内に見られる非定常状態についても測定しそれらに対する調節蛋白質、 Ca2 +およひ高
濃度のATP の影響を測定した。その結果、調節蛋白質が存在すると Ca2+はミオシンの形体変化を
伴うと推定されているアクトミオシンのATP 一分解を促進し、他方高濃度のATP はアクチンとミ
オシンの解離を促進することが示された。これらの結果は筋収縮の Ca2 +および高濃度のATP による
制御の機作を考える上で有用な知見を与えるものである。
以上のように、芝田さんの研究はミオシンとアクチンの結合反応わよびミオシンーアクチンーAT
P系の Ca 2 +による制御機作の解明に関して重要な寄与をしたものと考えられ、理学博士の学位論文
として十分価値あるものと認める。
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